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研究成果の概要（和文）：先天性巨大血小板症解析において同定された7種類のACTN1バリアントをCHO細胞に遺
伝子導入し、アクチニン発現およびその局在とアクチン線維再構成を評価した。野生型ACTN1導入細胞では非導
入細胞と同様な細胞形態と細胞進展を認めた。また、進展細胞で観察される正常なFアクチン構成を認めた。バ
リアントを導入した全てのCHO細胞では、フィロポディアおよびラメリポディア形成は不良で、正常な細胞進展
は観察されず、太く長いアクチン線維を認めた。解析したACTN1バリアントはスペーサー領域にあり、アクチニ
ンの逆平行配位形成を強固にし、Fアクチンの異常構成に関連することが考えられる。

研究成果の概要（英文）：In vitro expression analysis of the novel seven ACTN1 variants identified in
 the genetic analysis of inherited macrothrombocytopenia was performed in CHO cells. Cells 
transfected with all of the ACTN1 variants showed abnormal formation of filopodia and lamellipodia 
and induced actin network disorganization and increased thickness of actin fibers. The rod domain 
variants may cause strong antiparallel dimerization of actinin-1 and result in the abnormal 
reorganization of platelet cytoskeleton.

研究分野： 血栓止血学

キーワード： 先天性血小板減少症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性巨大血小板症の原因となるACTN1異常症の遺伝子異常の多くはアクチン結合部位およびカルモジュリン結
合部位に同定されていたが、アクチニン二量体形成に関わるスペーサー領域異常はアクチニンの逆平行配位形成
を強固にすることでFアクチンの異常構成に関連することが明らかとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ACTN1 異常症は高頻度で代表的な先天性巨大血小板症であり、巨核球でのアクチン骨格構成を

阻害することにより大型で減少した血小板産生に至る。本症において同定される ACTN1 変異は
主としてアクチン結合部位あるいはカルモジュリン結合部位にあるが、アクチニンの二量体形
成に関わるスペーサー領域にも同定されることが判明した。 
 
２．研究の目的 
アクチニン機能に直接関わるアクチン結合部位あるいはカルモジュリン結合部位以外の、ア

クチニン構造に関わるスペーサー領域に同定される変異の機能解析を行い、ACTN1 変異部位の違
いによるアクチン細胞骨格異常をきたす分子機構と疾患の表現型相違を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
フランスとの国際共同研究における先天性血小板減少症の系統解析にて同定した 7 種類のス

ペーサー領域の ACTN1 バリアントについて機能解析を行った（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 アクチニン１構造 
と既報および本研究で 
解析した ACTN1 バリアント 

 
 
 
 
T257R、V328M、K398T、A432V、R450C、H622Y、

Q719P および陽性コントロールとして既報のア
クチン結合部位バリアント（V105I）を含む ACTN1 
cDNA を哺乳類細胞発現ベクターpcDNA3.1neo に
N 末 myc 配 列 と 共 に 作 製 し 、 FuGENE 
Transfection Reagent (Promega)を用いて CHO
細胞に遺伝子導入した。遺伝子導入 24 時間後に
フィブロネクチン固相した 8 ウエルチャンバー
スライド（Millicell、Millipore）に播種し、1
時間後にパラフォルムアルデヒド固定と 0.1% 
Triton X-100 透過処理を行い、抗 myc 抗体（二
次抗体は Alexa fluor 488(Thermo Fisher)）と
Alexa fluor 555 標 識 Phalloidin(Thermo 
Fisher)と反応させ、BX51 蛍光顕微鏡（Olympus）
にて観察した。 
 
４．研究成果 
野生型、既報のアクチン結合部位バリアント

および 7 種類のスペーサー領域バリアントを
CHO 細胞に遺伝子導入し、細胞形態、アクチニン
1 局在および F アクチン構成を解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 CHO 細胞を用いた ACTN1 発現解析 



 
野生型 ACTN1 導入細胞では非導入細胞と同様な細胞形態と細胞進展を認めた。また、マトリッ

クス上への進展細胞で観察される正常な F アクチン構成を認めた。陽性コントロールとして用
いた既報のアクチン結合部位バリアント（V105I）を導入した CHO 細胞では、正常な細胞進展は
観察されず、フィロポディアおよびラメリポディア形成は不良で、太く長い F アクチン構成を認
めた。今回解析した全てのスペーサー領域バリアントは V105I と同様に細胞進展不良で、太く長
い F アクチン構成を認めた。ImageJ を用いた画像解析で、バリアント導入細胞でのアクチン線
維は野生型と比較して平均 1.8 倍（1.4～2.4倍）であった（図 2）。 
 本研究において同定し解析した ACTN1 バリアントは従来報告されていたアクチニン蛋白のア
クチン結合あるいはカルモジュリン結合領域外のスペーサー領域にあり、アクチニンの逆平行
配位形成を強固にし、F アクチンの異常構成に関連することが考えられる。 
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